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(54) Bezeiciinung: NANOPARTIKEL AUS PROTEIN MTT GEKOPPELTEM APOLIPOPROTEIN E ZUR UBERWINDUNG 
DER BLUT-HIRN-SCHRANKE UND VERFAHREN ZU IHRER HERSTELLUNG 

(57) Abstract: The invention relates to nanoparticles for penetration of the blood-brain barrier, characterized in that they consist of 
a hydrophilic protein or a combination of hydrophilic proteins, preferably serum albumen, most preferably of human origin, which 
is coupled to apolipoprotein B. the invention also relates to methods for the production of said nanoparticles. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Nanopartikel zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke, die dadurch 
gekennzeichnet sind, dass sie aus einem hydrophilen Protein oder einer Kombination hydrophiler Proteine bestehen, vorzugsweise 
aus Serumalbumin, das besonders bevorzugt humanen Ursprungs ist, an die Apolipoprotein B gekoppelt isl, sowie Verfahren zur 
Herstellung derartiger Nanopartikel. 
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Nanoparticles from protein with coupled apolipoprotein E for the overcoming of the blood-brain barrier and method to its 
preparation the instant invention concern nanoparticles from an hydrophilic protein or a combination of hydrophilic 
proteins, preferably from serum albumin, in particular human origin, which can overcome the blood of brain cabinets by 
means of bound apolipoprotein E, in order to transport pharmaceutical or biological active agents in the Liquor 

cerebrospinalis. 

Nanoparticles are particles with a magnitude between 10 and 1000 Nm, which from artificial or natural macromolecular 
substances prepared to become to be able. To such nanoparticles drugs or other biological active material can become 
covalent, ionic or adsorptive bound or into the material of the nanoparticles incorporated. 

So far however only nanoparticles from Polyalkylcyanoacrylaten, which became with polysorbate 80 (Tween* 80) or other 
surfactants coated, in the layer, the blood brain of cabinets were to be overcome, in order to transport hydrophilic drugs to 
the Liquor cerebrospinalis and cause pharmacological effects. The mechanism of this transport is based after prior studies 
on the fact that apolipoprotein E (ApoE) is adsorbed by the coat from polysorbate 80 by the nanoparticles. Thus probably 
pretend Lipoprotein particles, which become bound of the LDL receptors of the brain capillary endothelial cells, which 
ensure the Lipidversorgung of the brain these particles, recognized and. 

Series of drugs could by means of Polybutylcyanoacrylat nanoparticles coated with polysorbate 80 or other surfactants 
over the blood-brain barrier transported who that and a significant pharmacological effect cause. Examples for so 
administered drugs are Dalargin, a Endorphin Hexapeptid, Loperamid and Tubocuarin, the two NMDA receptorantagonists 
March 2/576 and/or. 

March 2/596 of the companies Merz, Frankfurt, as well as the anticancer agent doxorubicin. 

The drawbacks of the Polybutylcyanoacrylat nanoparticles lie however in the fact that polysorbate is 80 not physiological 
and that the transport could over the blood-brain barrier possibly on a toxic effect polysorbate 80 be based. A coat of 
Polybutylcyanoacrylat nanoparticles with polysorbate 80 or other surfactants is however essential for the transport the 
Polybutylcyano acrylates nanoparticles over the blood-brain barrier. The known Polybutylcyanoacrylat nanoparticles have 
however the other drawback that both the connection of the ApoEs as well as the drugs only adsorptive made. Thus the 
ApoE bound to the nanoparticles lies and/or. the drug in the balance with free ApoE and/or. Drug forwards, and it can take 
place after injection into the organism a rapid desorption of these fabrics from the particles. In addition most drugs bind 
not in sufficient extent at Polybutylcyanoacrylat nanoparticles and cannot become thus not with the help of this carrier 
system over the blood-brain barrier transported. 

The instant invention was the basis the object to make nanoparticles available to the overcoming of the blood-brain barrier 
which the aforementioned drawbacks do not have and which bottom avoidance not physiological surfactants the 

apolipoprotein E necessary for the transport over the blood-brain barrier to have not only adsorbed. 

The object became surprisingly dissolved, which are of an hydrophilic protein or a combination well tion hydrophilic 
proteins, by nanoparticles, of serum albumin, particularly prefered of human serum albumin, or a comparable protein to 
preferably consist, to the apolipoprotein E covalent or coupled over the Avidin/Biotin system. 

With the albumins it acts around a group of proteins, those particularly in animal/human liquids, z. B. the serum albumin 
in the blood, or tissues occur. Albumins are rich at negative loaded amino acids as well as at leucines and isoleucine. 
Compared with they the accompanying globulins possess the albumins lower molecular weights and are only precipitable 
by relative high salt concentrations. 

Also gelatin A, gelatin B, casein or comparable proteins are according to invention suitable as output proteins for the 
nanoparticles. 

The apolipoprotein E is a component the lipoprotein of complexes. These complexes from lipids and apolipoproteins the 
possible transport of the lipids in the blood, insoluble in the water. The ApoE mediated probably the transport of the 
nanoparticles according to invention over the blood-brain barrier, by binding to the LDL receptors of the brain capillary 
endothelial cells. 

The nanoparticles according to invention can exhibit additional or several functional proteins, which are bound over 
bifunctional Spacermolekule at thiol groups with thiol groups modified nanoparticles. The preparation of such nanoparticles 
the functional groups located on the surface of the nanoparticles (amino group, carboxyl groups, hydroxyl groups) can 
become by suitable reagents reactive thiol groups reacted. Functional proteins can then over bifunctional Spacermolekule, 

_ which exhibit a reactivity both opposite amino group and free thiol groups, to which Thiolgruppen modified nanoparticles 

■' bound become. 
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The functional proteins which can be coupled in this way to the nanoparticles can become from the group selected, the 
avidin, Avidinderivate, apolipoproteins, like z. B. Apolipoprotein E, in addition, antibody, enzymes and such a thing covers. 
The functional proteins themselves can have a pharmacological or a biological effect. 

In a prefered embodiment point the invention would in accordance with-eat nanoparticles covalent coupled avidin up, over 
which biotinylated apolipoprotein can become E bound, as in fig 1 illustrative shown is. Avidin is a glycoprotein high-affine 
for biotin, which can be covalent by the before mentioned bifunctional SpacermolekLile to the thiol groups of the thiolierten 
nanoparticles bound. By the covalent bond of the avidin to the nanoparticles biotinylated ApoE, which is necessary for the 
transport over the blood-brain barrier, cannot only become bound, but a variety of biotinylated molecules can become 
particularly efficient by the Avidinmodifizierten nanoparticles bound. Particularly prefered becomes thereby 
pharmacological or biological active molecules. 

In order to obtain pharmakololgsche effects, erfin would dung-In accordance with-eat nanoparticles know pharmacological 
or biological active substances to exhibit. These active Ingredients can be or become Into the nanoparticles incorporated 
bound of the Nanopar tikeln. The connection of the pharmacological or biological active agents can be made both covalent, 
komplexierend by the Avidin biotlnsystem and inkorporativ or adsorptive. 

The nanoparticles according to Invention are suitable particularly good, in order to bind and transport over the blood-brain 
barrier drugs, which exhibit no or no sufficient transition over the blood-brain barrier, as for example for Dalargin, 
Loperamid, Tubocuarin or doxorubicin or such a thing, and cause pharmacological effects. 

The method to the preparation of the Nanopar according to invention tikeln from an hydrophilic protein or a combination of 
hydrophilic proteins for the overcoming of the blood-brain barrier covers the subsequent steps: - Desolvaieren more eiaer 
aqueous Lbsuag of eiaes hydrophilexi 

Protein or a combination of hydrophilic proteins, - stabilization by Desolvatation of the developed 

Nanoparticles by crosslinking, 

Convert a part of the functional groups on that 

Surface of the stabilized nanoparticles too reakti ven thiol groups, - covalent attaching of functional proteins by means of 
bi functional Spacermolekule, - Biotinylierung of apolipoprotein E, if the portion kel to do not point covalent coupled 
apolipoprotein E, - loaded ones of the Avidin modified nanoparticles with bio tinyllertem ApoE and pharmako the logical 
active ingredient which can be given. 

For the preparation of the nanoparticles an hydrophilic protein or a combination of hydrophilic proteins becomes used as 
starting material. Preferably an aqueous solution Is desolvatlslert by serum albumin, particularly prefered of human serum 
albumin, bottom agitation. The resultant nanoparticles will become by crosslinking stabilized and the functional groups 
(amino group, carboxyl groups, hydroxyl groups) on the surface of the nanoparticles by suitable reagents reactive thiol 
groups umge set. 

The Desolvatation from the aqueous solvent made preferably by the addition of ethanol. A Desolvatation is in principle also 
by the addition of other water-mixable nonsolvents for hydrophilic proteins such as acetone, isopropanol or methanol 
possible. Thus gelatin was desolvatlslert as output protein successful by addition of acetone. Also a Desolvatation of 
proteins loosened In wass riger phase Is possible by addition of structure-forming salts as magnesium sulfate or 
ammonium sulfate. In this case one speaks of salting out. 

As Quervernetzer to the stabilization of the nanoparticles come bifunctional aldehydes, preferably glutaraldehyde, as well 
as formaldehyde into question. Furthermore a crosslinking of the nano-particle matrix is possible by thermal processes. 
Stable nano-particle systems became obtained with 60 C over periods of more as 25 hours or 70 C over periods of more 
than 2 hours. 

The Thiolierung of the nano-particle surface can become after various principles performed. Preferably the amino group on 
the particle surface with 2Imlnothlolan, that with primary amino group on the particle surface responsive, become to free 
thiol groups on the particle surface reacted. Besides thiol groups can become also by reductional cleavage of the disulphide 
connections with Dithiotreitol (DTT), present at the surface of the Nanopar tikelmatrix, obtained. Alternative ones can 
become free carboxyl groups of the particle surface with l-Ethyl-3 (3 - dimethylaminopropyl) carbodiimid (EDC) /Cystein 
or with EDC /Cystamlnlumdichlorld reacted and the so Introduced disulphide connections subsequent cleaved reductional 
with DTT. 

Functional proteins can over bifunctional Spacermolekule, which exhibit a reactivity both opposite amino group and 
opposite free thiol groups, to which Thiolgruppen modified nanoparticles coupled become. 

More applicable heterobifunctional Spacermolekule with reactivities is opposite carboxyl or hydroxyl groups, in addition, 
homobifunktionale Spacermolekule with reactivities opposite amino group. A prefered substance, which can take over the 
function of a bifunctional Spacermolekuls, is m-IMaleimidobenzoyl-N-more hydroxysulfosuccinimidester (SulfoMBS). Beside 
m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysulfo also other heterobifunctional Spacermolekule became more succinimidester such as 
Sulfosuccinimidyl-4 [N-maleimidomethyl] - cyclohexane I carboxylate (sulfoSMCC) or Sulfosuccinimidyl2 [m-azido-o- 
nitrobenzamido] - ethyl I, 3-dithiopropionat (SAND) as well as the homobifunktionalen Spacermolekule Dimethyl-3,3 " - 
dithiobispropionimidat dihydrochlorid (DTBP) or 3,3-DithiobisEsulfo-succinimidylpropionat] (DTSSP) successful used. 
However heterobifunctional Spacermolekule prefered becomes, since homobifunktionale Spacermolekule leads as side 
reaction to the attachment of a functional protein to the nano-particle surface also to a possible intramolecular 
crosslinking. 

In one prefered process avidin or a Avidin derivative becomes particularly by means of the bifunctional Spacermolekule to 
the thiolierten nanoparticles coupled. This intermediate, Avidin modified nanoparticles, represents an universal carrier 
system for a variety biotinylated substances, which over the Avidin biotincomplex formation bound to become to be able. 

The connection of the human apolipoprotein E to the Avidinmodifizierten nanoparticles the apolipoprotein E can become by 
conversion with N-Hydroxysuccinimldobiotin (NHS biotin) biotinylated. Other Blotlnylierungsreagenzien, which reacts with 
amino group or other functional groups to binding protein, is likewise more applicable. As other functional groups to 
binding protein come for the Biotinylierung also free sulfhydryl groups or carboxyl groups Into question. Alternative 
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Biotinylierungsreagen zien for amino group differs from tlie NHS biotin in tine aminoreaktiven functionality, by her z. B. 
Pentafluorphenyl groups in place of Succinimido groups have, or in the range between biotin and the aminoreaktiven 
functionality. 

In order to obtain pharmacological effects, pharmaceutical or biological active substances become direct into the particles 
incorporated or and/or. indirect to the Avidinmodifizierten nanoparticles bound. The Avidinmodifizierten nanoparticles can 
become simultaneous or in arbitrary sequence with biotinylated apolipoprotein E and a pharmaceutical agent loaded. The 
connection of the active ingredient can be made both covalent, komplexierend by the Avidin biotinsystem and adsorptive. 

The nanoparticles according to invention from an hydrophilic protein or a combination of hydrophilic proteins, the 
apolipoprotein E bound have, are suitable, pharmaceutical or biological active agents, which would not pass otherwise the 
blood brain of cabinets, in particular hydrophilic active ingredients to transport over the blood-brain barrier and cause 
pharmacological effects. Examples for such active ingredients are Dalargin, Loperamid, Tubocuarin, doxorubicin or such a 
thing. 

Thus the described wirkstoffbelandenen nanoparticles are suitable to the treatment of a variety cerebral diseases. The 
active ingredients bound to the carrier system become selected after the respective therapy goal. The carrier system offers 
itself particularly for the active ingredients, which exhibit no or no sufficient transition over the blood of brain cabinets. As 
active ingredients cytostatic drugs come to the therapy of cerebral Tumore into consideration, active ingredients to the 
therapy of viral infections into the cerebral range, for example HIV infections, in addition, active ingredients to the therapy 
of dementia diseases, in order to enumerate only some applications. 

FIG. 1 shows a prefered embodiment of the invention would in accordance with-eat nanoparticles without active ingredient 

or other transmitting 10 nelles protein. 

Subsequent one becomes the invention on the basis an exemplary embodiment illustrated, whereby this representation 
the sense and the nature of the invention is to become in no manner limitative construed. 

The preparation of nanoparticles from human serum albumin (HSA) 200 mg became human serum albumin in 2,0 ml 
gereinig tem water dissolved. This solution bottom agitations on a magnetic stirrer (500 RPM) 8.0 ml 96 volume became. - 

% ethanol dropwise added. 

The generated nanoparticles became stabilized, as the reaction 235 uZ an aqueous, 8%-igen (m/v) became 
Glutaraldehydlosung added and over 24 hours with clearing mdu ratur agitated. The stabilized nanoparticles became 
purified by five times Abzentrifugieren (16,000 rcf, 8 min) and Redispergieren in 1,5 ml purified water. 

By gravimetric determination the resultant content of nanoparticles in the suspension found became. 

Subsequent ones became 2.0 ml the nano-particle suspension with 2,0 ml a solution of 13 mg 2-Iminothiolan (Traut's 
reagent) in trichloroethylene buffer (pH 8.5) staggered and over 24 hours agitated, in order to thiolieren the particle 
surface. The nanoparticles became described above purified after Thiolierung like. 

The Avidin derivative NeutrAvidiii7m became over m-Maleimidobenzoyl-N-more hydroxysulfosuccinimidester (sulfoMBS), 
one than bifunctional Spacermolekul functioning substance, covalent to thiolierten nanoparticles the bound. For this 
purpose the Avidin derivative became activated, as a solution of 5,0 mg NeutrAvidin in 1, 0 ml PBS buffers (pH 7.0) with 
1,6 mg sulfoMBS staggered and over 1 hour with room temperature agitated became. Free sulfoMBS became over a large 
out conclusion chromatography of the activated NeutrAvidin separated. 

The fractions, in which by spectrophotometric detection with 280 Nm wavelength could become NeutrAvidin detected, 
became combined and with 2,0 ml the thiolierten nanoparticles staggered and over 1 hour agitated with room 
temperature. The Avidin modified HSA nanoparticles became described above purified like. 

Apolipoprotein E (ApoE) became biotinylated, as 250 pg ApoE in 125 became ul isotonem PBS buffer, pH 7.4, dissolved 
and this solution with a solution of 150 became ug NHS biotin (NHydroxysuccinimidobiotin) in 15 ul DMSO staggered. After 
a reaction time of 2 hours with 10 C bottom agitations became this mixture with other 300 pi PBS buffers, pH 7.4, diluted. 
Still free NHS biotin became separated over a size exclusion chromatography of the biotinylated ApoE. The fractions, in 

which by photometric detection with 280 Nm wavelength was more detectable ApoE, became combined and freeze dried. 

The Avidin modified HSA nanoparticles became more immediate before the bioassay with the biotinylated ApoE and the 
drug Dalargin loaded. For this the freeze dried ApoE in 250 ul distilled water dissolved and with 280 became ul a HSA 
Nanopartikelsuspension, which contained 5.9 mg Avidinmodifizierte HSA nanoparticles, staggered. A solution of 1, 125 mg 
Dalargin into 470 ul waters was kubiert added and the mixture over 3 hours with room temperature in. After this 
Incubation the mixture became by addition of 500 ul isotonem PBS buffer, pH 7.4, diluted. 

A quantitation of the loading of the Avidin modified HSA nanoparticles with Dalargin resulted in that with a ratio of 
Dalargin/Nanopartikein = 191 pg/mg an adsorptive connection of 23,7 pg/mg (= 12.4%) Dalargin made. 

The application-finished preparation contained in a total volume of 1, 5 ml isotonem PBS buffer: - 3, 93 mg/ml Avidin 
modified HSA nanoparticles - 167 lig/ml ApoE (over Avidin biotinsystem to the nano particle bound) - 0, 75 mg/ml 

Dalargin (of it 12.4% adsorptive at nano particle bound). 

The preparation became mice i. v. in a dosage of 7,5 mg/kg Dalargin applied. That corresponds to a mouse on the basis of 
an average body weight from 20 g, an application quantity of 200 and. I of the listed above preparation for each mouse. 

The analgetische effect (Nociceptive response) became determined with the help of the Tail repair test, with which an hot 
light beam becomes on the tail of the mouse projected and the time measured, until the mouse pulls the tail away. After 
10 seconds (= 100% mdu) the experiment became stopped, in order to cause to the mouse no damage. The maximal 
possible analgetische effect (mdu = maximally possible effect) became determined in accordance with the subsequent 

formula: 

Reaction time after application reaction time before application % mdu = X 100 

Abort time reaction time before application of negative mdu values arise, if the mouse pulls its tail away after 
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administration of the preparation earlier as before the treatment. 

With the help of Dalargin loaded Avidin modified HSA nanoparticles became after intravenous injection the analgetischen 
effects achieved represented in table 1. 

Table 1 Analgeti effect [% mdu] with mice (n=6) after i. v. Application of Dalargin (7.5 mg/kg) in form of one of the listed 

preparations. (Mdu = maximal Possible Effect) preparation 30 min 45 min 90 min 120 min HSA-Avidin-25, 1 12,4 49.0 

23.7 2.1 ~ 19, 6-0,23 12.3 nanoparticles + ApoE + Dalargin KontrollenHSA avidin--2, 6 3,9-5,4 ~ 10, 9-14, 4 ~ 17, 4-9.6 

t of 20.6 nanoparticles -I- Dalargin PBCA-35,2 5.8 49.5 4, 5 36, 5 ~ 13, 7,7,1 6.3 nanoparticles -I- Dalargin -I- polysorbate 

80 Dalargin solution 10,0 9,8,9.3 ~ 2, 8,4.7 t 5.1,2.0,6,1 

The PBCA nanoparticles -I- Dalargin -I- polysorbate 80 and the Dalargin solution 

Comparative data originate from an earlier experiment. 

The results show that the analgetischen effects achieved with the Avidin modified HSA nanoparticles correspond to the 
effects, which with the Polybutylcyano acrylate Nanopar tikein (PBCA nanoparticles) achieved to become to be able. 
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PAtentAnspruChel. Nanoparticles for the overcoming of the blood-brain barrier, characterised in that it from an 
hydrophilic 

Protein or a combination of hydrophilic proteins stands, to the apolipoprotein E coupled or bound Is. 

2. Nanoparticles according to claim 1, characterised in that that at least an hydrophilic protein from that 
Group selected Is, the serum albumin, gelatin A, Ge latine B, casein and comparable proteins, or one 
Combination of these proteins covers. 

3. Nanoparticles according to claim I or 2, thus gekenn draw that at least an hydrophilic protein huma nen origin is. 

4. Nanoparticles after one of the preceding claims, characterised in that it or several bottom schiedliche functional proteins 
exhibit, those over bifunctional Spacermolekule at thiol groups of 

Thiolgruppen modified nanoparticles bound are. 

5. Nanoparticles according to claim 4, characterised in that the functional proteins selected are from that 
Group, the avidin, Avidin derivatives, apolipoproteins, 

Antibody, enzymes, hormones, cytostatic drugs and such a thing cover. 

6. Nanoparticles according to claim 5, characterised in that biotinylated apolipoprotein E over covalent ge ouple width units 
avidin bound are. 

7. Nanoparticles according to claim 6, characterised in that at least an other biotinylated funktionel les protein over 
covalent coupled avidin bound are. 

8. Nanoparticles after one of the preceding claims, characterised in that it pharmacological or biological active agents 
incorporated or bound have. 

9. Nanoparticles according to claim 8, characterised in that the pharmacological or biological active affect materials the 
particle surface bound are. 

10. Nanoparticles according to claim 8, characterised in that the pharmacological or biological active effect of materials 
covalent, komplexlerend over the Avidin biotin 

System or adsorptive bound is. 

11. Nanoparticles after one of the claims 8 to 10, characterised in that the active ingredients selected are from the group, 
which covers Dalargin, Loperamid, Tubocuarin and Dox orubicin. 

12. Method to the preparation of nanoparticles from an hydrophilic protein or a combination more hydrophilic 
Proteins, for the overcoming of the blood-brain barrier, there by characterized that it seizes the subsequent steps over: - 
Desolvatleren of an aqueous solution one hydrophi len protein or a combination hydrophilic pros teine, - stabilization by 
Desolvatation of the developed 

Nanoparticles by crosslinking, - shifting of a part of the functional groups on the surface of the stabilized nanoparticles to 
reactive Thiol groups, - covalent attaching of functional proteins, preference/advantage wise of avidin, by means of 
bifunctional Spacermole kule, - Biotinylierung apolipoprotein of the E, - loaded ones of the Avidin modified nanoparticles 
with biotinylated apolipoprotein E, - loaded ones of the Avidin modified nanoparticles with biotinylated apolipoprotein E and 
other radio tionellen proteins or pharmaceutical or biolo gisch active agents. 

13. Process according to claim 12, characterised in that the hydrophilic protein from the group selected is, the serum 
albumin, gelatin A, gelatin B, casein and comparable proteins, or a combination of these 

Proteins covers. 

14. Process according to claim 12 or 13, thus Identified-calibrates net that the hydrophilic protein of human origin is. 

15. Process according to one of claims 12 to 14, characterised in that the Desolvatleren by agitation and 
Addition of a water-mixable nonsolvent for hydrophilic proteins or by salting made out. 

16. Process according to claim 15, characterised In that the water-mixable Nichtlosungmittel for hydrophilic 
Proteins from the group selected, the ethanol becomes. 

Methanol, isopropanol, and acetone cover. 

17. Process according to one of claims 12 to 16, characterised in that for the stabilization of the nanoparticles thermal 
processes or bifunctional aldehydes or 

A top Formaldehyde used becomes. 
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18. Process according to claim 17, cinaracterised in that as biful<tionales aldeliyde glutaraldehyde used becomes. 

19. Process according to one of claims 12 to 18, characterised in that as Thiolgruppen modifying 

Agent a substance used becomes, which is selected from the group, the 2-Iminothiolan, a combination out 

l-Ethyl-3 (3-dimethylaminopropyl) carbodiimid and cysteine or a combination from l-Ethyl-3 (3 - dimethylaminopropyl) 

carbodiimid and Cystaminiumdichlorid as well as Dithiotreitol covers. 

20. Process according to one of claims 12 to 19, characterised In that as bifunctlonal Spacermolekul a substance used 
becomes, which selects from the group ausge Is, m-Malelmidobenzoyl-N-hydroxysulfo more succlnlmldester, 
Sulfosucclnimldyl-4 [N-malelmldo methyljcyclohexan-l-carboxylat, Sulfosucclnlmldyl-2 [m-azldo-o-nltrobenzamldo] - 
ethyl-1, 3dlthloproplonat, 

Dimethyl-3,3-dithloblspropionimidat-dihydrochlorld and 

3,3 " - Dithiobis [sulfosuccinimidylpropionat] covers. 

21. Process according to one of claims 12 to 20, characterised in that the active ingredients selected is from the group, 
which covers Dalargin, Loperamid, Tubocuarin and Dox orublcln. 

22. Use of nanoparticles, comprehensively hydrophilic 
Protein or a combination of hydrophilic proteins, those 

Apolipoprotein E bound have, to the transport pharma zeutlsch or biological active agents over those 

Blood-brain barrier. 

23. Use according to claim 22, characterised In that at least one of the hydrophilic proteins from that 
Group selected Is, the serum albumin, gelatin A, Ge latlne B, casein and comparable proteins, or one 
Combination of these proteins covers. 

24. Use according to claim 22 or 23, thus gekenn draws that at least one of the hydrophilic proteins of human origin Is. 

25. Use from nanoparticles to one of the claims 22 to 24, characterised In that the active Ingredients selected are from the 
group, the Dalargin, Loperamid, 

Tubocuarin and doxorubicin cover. 

26. Use from nanoparticles to one of the claims 22 to 25, characterised In that It the treatment cerebral diseases used 
become. 
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(54) Bezeiciinung: NANOPARTIKEL AUS PROTEIN MTT GEKOPPELTEM APOLIPOPROTEIN E ZUR UBERWINDUNG 
DER BLUT-HIRN-SCHRANKE UND VERFAHREN ZU IHRER HERSTELLUNG 

(57) Abstract: The invention relates to nanoparticles for penetration of the blood-brain barrier, characterized in that they consist of 
a hydrophilic protein or a combination of hydrophilic proteins, preferably serum albumen, most preferably of human origin, which 
is coupled to apolipoprotein B. the invention also relates to methods for the production of said nanoparticles. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Nanopartikel zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke, die dadurch 
gekennzeichnet sind, dass sie aus einem hydrophilen Protein oder einer Kombination hydrophiler Proteine bestehen, vorzugsweise 
aus Serumalbumin, das besonders bevorzugt humanen Ursprungs ist, an die Apolipoprotein B gekoppelt isl, sowie Verfahren zur 
Herstellung derartiger Nanopartikel. 
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Nanopartifcel aus Protein mit gekoppeltem Apolipoprotein E 
zur Uberwindung der Blut-Him-Schranke xmd Verfahren zu ih- 
rer Herstellung 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft Nanopartikel aus einem 
hydrophilen Protein oder einer Kombination hydrophiler Pro- 
teins, vorzugsweise aus Serumalbumin, insbesondere humaner 
Herkunft, die mittels gebundenem Apolipoprotein E die Blut- 
Hirn-Schranke fiberwinden konnen, um pharmazeutisch oder bio- 
10 logisch aktive Wirkstof fe in den Liquor cerebrospinalis zu 
t ransportieren . 

Nanopartikel sind Partikel mit einer Grofie zwischen 10 und 
1000 nm, die aus kfinstlichen oder nattirlichen makromolekula- 
15 ren Substanzen hergestellt werden konnen. An derartige Nano- 
partikel kdzmen Arzneistof £e oder anderes biologisch aktives 
Material kovalent, ionisch oder adsorptiv gebunden oder in 
das Material der Nanopartikel inkoi^poriert werden. 

20 Bisher waren jedoch nur Nanopartikel aus Polyalkylcyano- 
acrylaten, die mit Polysorbat 80 (Tween* 80) oder anderen 
Tensiden tiberzogen vmrden, in der Lage, die Blut-Hirn- 
Schranke zu liberwinden, um hydrophile Arzneistof £e ziim Liqu- 
or cerebrospinalis zu transportieren und pharmakologische 

25 Effekte hervorzuzrufen. Der Mechanismus dieses Transports be- 
ruht zxach bisherigen TJntersuchungen darauf , dass Apolipopro- 
tein E (ApoE) durch den tiberzug aus Polysorbat 80 von den 
Nanopartikeln adsorbiert wird. Dadurch tauschen diese Parti- 
kel vemutlich Lipoprotein- Partikel vor, die von den LDL- 

30 Rezeptoren der Gehirnkapillar-Endothelzellen, welche die Li- 
pidversor^ng des Gehiims gewahrleisten, erkannt und gebun- 
den vrerden. 

Eine Reihe von Arzneistof fen konnte mittels mit Polysorbat 
35 80 Oder anderen Tensiden iiberzogenen Polybutylcyanoacrylat- 
Nanopartikeln xiber die Blut-Hirn-Schranke transportiert wer- 
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den und einen sxgnifikanten pharmakologischen Effefct hervor- 
rufen. Bexspiele fiir derartig verabreichte ArznGxmittel sind 
Dalargin, ein Endorphin-Hexapeptid, Loperamid und Tubocua- 
rin, die beiden NMDA-Rezeptor-Antagonisten MRZ 2/576 bzw. 
5 MRZ 2/596 der Fa. Merz, Frankfurt, sowie das Antx- 
krebsmxttel Doxorubicin - 

Die Nachteile der Polybutylcyanoacrylat-Nanopartikel liegen 
jedoch darin, dass Polysorbat 80 nicht physiologisch ist und 

10 dass der Transport iiber die Blut-Hirn-Schranke moglicherwei- 
se auf einem toxischen Effekt des Polysorbat 80 beruhen 
kSnnte. Ein tiberzug von Polybutylcyanoacrylat-Kfanopartikeln 
mit Polysorbat 80 oder anderen Tensiden ist jedoch essenti- 
ell fiir den Transport der Polybutylcyano-acrylat- 

15 Nanopartikel iiber die Blut-Hirn-Schranke. Die bekannten Po- 
lybutylcyanoacrylat-Nanopartikel haben jedoch den weiteren 
Nachteil, dass sowohl die Bindung des ApoEs wie auch der 
Arzneistoffe nur adsorptiv erfolgt. Dadurch liegt das an die 
Nanopartikel gebundene ApoE bzw. der Arzneistoff im Gleich- 

20 gewicht mit freiem RpoE bzw. Arzneisto££ vor, und es kann 
nach Znjektion in den Organisitius eine schnelle Desorption 
dieser Stoffe von den Partikeln erfolgen. Aufierdem binden 
die meisten Arzneistoffe nicht in ausreichendem Wia& an Poly- 
butyl cyanoacrylat -Nanopartikel und kSnnen somit nicht mit 

25 Hilfe dieses Tragersys terns . fiber die Blut-Hirn-Schranke 
transportiert werden. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugsrunde, Nano- 
partikel zur iiberwindung der Blut-Hirn-Schranke bereitzu- 
30 stellen, welche die vorgenannten Nachteile nicht haben und 
die unter Vermeidung nicht physiologischer Tenside das fiir 
den Tretnsport iiber die Blut-Him-Schranke notwendige Apoli- 
poprotein K nicht lediglich adsorbiert haben. 

35 Die Aufgabe wurde iiberraschendeirweise durch Nanopartikel ge- 
15st, die aus einem hydrophilen Protein oder einer Kombina- 
tion hydrophiler Proteine, vorzugsweise aus Serumalbumin, 
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besonders bevorzugt aus humanein Serumalbumin, oder einem 
vergleichbaren Protein bestehen, an die Apolipoprotein E ko- 
valent: oder uber das Avidin/Biotin-System gekoppelt ist. 

5 Bei den Albxaminen handelt es sich nm eine Gruppe von Protei- 
nen, die vor allem in tierischen/menschlichen Plussigkeiten, 
z.B. das Serumalbumin im Blut, oder Geweben vorkommen. Albu- 
mine sind reich an negativ geladenen Aminosauren sowie an 
Leucin und Isoleucin. Im Vergleich zu den sie begleitenden 
10 Globulinen besitzen die Albximine niedrigere Molmassen und 

sind erst durch relativ hohe Salzkonzentrationen ausfallbar. 

Auch Gelatine A, Gelatine B, Casein oder vergleichbare Pro- 
teine sind als Ausgangsproteine fiir die erf indungsgemafien 
15 Nanopartikel geeignet. 

Das Apolipoprotein E ist eine Komponente der Lipoprotein- 
Komplexe. Diese Komplexe aus Lipiden und Apolipoproteinen 
ermoglicht den Transport der im Wasser unloslichen Lipide im 
20 Blut. Das ApoE vermittelt vermutlich den Transport der er- 
f indungsgemafien Nanopartikel uber die Blut-Hirn-Schranke, 
indem es an die LDL-Rezeptoren der Gehirnkapillar- 
Kndothelzellen bindet. 

25 Die erf indungsgemaSen Nanopartikel konnen zusatzlich ein 
oder mehrere funktionelle Proteine aufweisen, die iiber bi- 
funktionale Spacermolekiile an Thiolgruppen der mit 
Thiolgruppen modif izierten Nanopartikel gebunden sind. Zur 
Preparation derartiger Nanopartikel konnen die auf der Ober- 

30 f lache der Nanopartikel befindlichen funktionellen Gruppen 
(Aminogruppen, Carboxylgruppen, Hydroxy 1 gruppen) durch ge- 
eignete Reagenzien zu reaktiven Thiolgruppen umgesetzt wer- 
den. Funktionelle Proteine konnen dann iiber bifunktionale 
Spacermolekiile/ die eine Reaktivitat sowohl gegeniiber Amino- 

35 gruppen als auch freien Thiolgruppen aufweisen, an die 
Thiolgruppen-modif izierten Nanopartikel gebunden werden. 
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Die auf diese Weise an die Nanopartifcel zu koppelnden funk- 
tionellen Proteine konnen aus der Gruppe ausgfewahlt werden, 
die Avidin, Avidinderivate, Apolipoproteine, wie z. B. Apo- 
lipoprotein E, aber auch Antikorper, Enzyme und dergleichen 
5 Timfafit. Dabei konnen die funktionellen Proteine selbst eine 
pharmakologische oder biologische tfirkung haben. 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form weisen die erfindungs- 
gemaSen Nanopartikel kovalent gekoppeltes Avidin auf, iiber 

10 das biotinyliertes Apolipoprotein E gebunden warden kaim, 
wie in Figur 1 veranschaulichend dargestellt ist. Avidin 
selbst ist ein fiir Biotin hochaffines Glykoprotein, das 
durch die zuvor erwahnten bifunktionalen Spacermolekule ko- 
valent an die Thiolgruppen der thiolierten Nanopartikel ge- 

15 bunden sein kaim. Durch die kovalente Bindung des Avidins an 
die Nanopartikel kann nicht nur biotinyliertes ApoE, das fiir 
den Transport iiber die Blut-Hirn-Schranke notwendig ist, ge- 
bunden werden, sondern es konnen eine Vielzahl von biotiny- 
lierten Molekiilen besonders effizient von den Avidin- 

20 jnodif izierten Nanopartikeln gebunden werden. Besonders be- 
vorzugt werden dabei pharmakologisch oder biologisch aktive 
Uolekiile . 

Um pharmakoloigsche Effekte zu vermitteln, konnen die erfin- 
25 dungsgemaSen Nanopartikel pharmakologisch. oder biologisch 
aktive Substanzen aufweisen. Diese Wirkstoffe konnen in die 
Nanopartikel inkorporiert sein oder werden von den Nanopar- 
tikeln gebunden. Dabei kann die Bindung der pharmakologisch 
Oder biologisch aktiven Wirkstoffe sowohl kovalent, komple- 
30 xierend iiber das Avidin-Biotin-System als auch inkorporativ 
oder adsorptiv erfolgen. 

Die erf indungsgemafien Nanopartikel eignen sich besonders 
gut, um Arzneistof fe, die keinen oder keinen ausreichenden 
35 tibergang iiber die Blut-Hirn-Schranke aufweisen, wie bei- 

spielsweise Dalargin, Loperamid, Tubocuarin oder Doxorubicin 
oder dergleichen, zu binden und iiber die Blut-Hirn-Schranke 
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zu transportieren und phaiinaakologische Effekte hervorzuru- 
f en. 

Das Verfahren zur Herstellung der erf indungsgeitiaSen Nanopar- 
5 tikeln aus einem hydrophilen Protein oder einer Kombination 
hydrophiler Proteine zur xiberwindung der Blut-Hirn-Schranke 
'uinfa:Bt die folgenden Schritte; 

Desolvatieren einer wafirigen Losung eines hydrophilen 
10 Proteins oder einer Kombination hydrophiler Proteine, 

Stabilisieren der durch Desolvatation entstandenen 
Nanopartikel durch Quervernetzung, 

Umsetzen eines Tails der funktionellen Gruppen auf der 
Oberflache der stabilisierten Nanopartikel zu reakti- 
15 ven Thiolgruppen, 

kovalentes Anheften funktioneller Proteine mittels bi- 
funktionaler Spacezrmolekiile, 

Biotinylieirung von Apolipoprotein E, sofern die Parti- 
kel nicht kovalent gekoppeltes Apolipoprotein E au£- 
20 weisen, 

Beladen der Avidin-modif izierten Nanopartikel mit bio- 
tinyliertem ApoE und dam zu verabreichenden pharmako- 
logischen Wirkstoff. 

25 Fiir die Herstellung der Nanopartikel wird ein hydrophiles 
Protein oder eine Kombination hydrophiler Proteine als Aus- 
gangsmaterial verwendet. Vorzugsweise wird eine wafirige Lo- 
sung von Serumalbxxmin, besonders bevorzugt von humanem 
Serumalbtunin, unter Ruhren desolvatisiert . Die entstehenden 

30 Nanopartikel werden durch Quervernetzung stabilisiert und 
die funktionellen Gruppen {Aminogruppen, Carboxyl gruppen, 
Hydroxyl gruppen) auf der Oberflache der Nanopartikel werden 
durch geeignete Reagenzien zu reaktiven Thiolgruppen umge- 
setzt . 



35 
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Die Desolvatation aus dem waErigen Losungsmittel erfolgt 
vorzugsweise durch den Zusatz von Ethanol. Prinzipiell ist 
eine Desolvatation auch. durch den Zusatz anderer wasser~ 
mischbarer Nichtlosungsmittel fiir hydrophile Proteine wie 
5 Aceton, Isopropanol oder Methanol moglich. So wurde Gelatine 
als Ausgangsprotein erfolgreich durch Zugabe von Aceton de- 
solvatisiert . Gleichfalls ist eine Desolvatation von in waS- 
riger Phase gelosten Proteinen durch Zugabe von strukturbil- 
denden Salzen wie Magnesiumsulfat oder Ammoniumsulf at mog- 
10 lich. In diesem Fall spricht man von Aussalzen. 

Als Quervernetzer zur Stabilisierung der Nanopartikel kommen 
bifunktionale Aldehyde, vorzugsweise Glutaraldehyd, sowie 
Formaldehyd in Frage. Ferner ist eine Quervernetzung der 
15 Nanopartikelmatrix durch thermische Prozesse moglich. Stabi- 
le Nanopartikelsysteme wurden bei 60**C iiber Zeitraume von 
mehr als 25 Stunden oder 70*>C uber Zeitr3,\iine von mehr als 2 
Stunden erhalten. 

20 Die Thiolierung der Nanopartikeloberf lache kann nach ver- 

schiedenen Prinzipien durchgefuhrt werden. Vorzugsweise wer- 
den die Aminogruppen auf der Part ikeloberf lache mit 2- 
Iminothiolan, das mit primaren Aminogruppen auf der Parti- 
keloberf lache reagiert, zu freien Thiolgruppen auf der Par- 

25 tikeloberf lache umgesetzt. Daneben kdnnen Thiolgruppen auch 
durch reduktive Spaltung der an der Oberf lache der Nanopar- 
tikelmatrix vorhandenen Disulf id-Bindungen mit Dithiotreitol 
(DTT) erhalten werden. Alternativ konnen freie Carboxylgrup- 
pen der Part ikeloberf lache mit l-Ethyl-3- (3- 

30 dimethylaminopropyDcarbodiimid (EDC) / Cystein oder mit EDC ■ 
/ Cystaminiumdichlorid ■umgesetzt und die so eingefiihrten Di- 
sulf id-Bindungen nachfolgend mit DTT reduktiv gespalten wer- 
den. 

35 Funktionelle Proteine konnen iiber bifunktionale Spacermole- 
kiile, die eine Reaktivitat sowohl gegenuber Aminogruppen als 
auch gegenuber freien Thiolgruppen aufweisen, an die 
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Thiolgruppen-modif izierten Nanopartikel gekoppelt werden. 
Anwendbar sind heterobifunktionale Spacermolekiile mit Reak- 
tivitaten gegeniiber Carboxyl- oder Hydroxylgruppen, aber 
auch homobifunktionale Spacermolekiile mit Reaktivitaten ge- 
5 geniiber Jtoiinogruppen . Eine bevorzugte Substanz, die die 
Funfction eines bifunktionalen Spacermolekuls iibernehmen 
karm, ist m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysulf osuccinimidester 
(Sulfo-MBS) . Neben m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysulfo- 
succinimidester vnirden auch weitere heterobifunktionale 

10 Spacermolekiile wie Sulf osuccinimidyl-4- [N-maleimidomethyl] - 
cyclohexan-l-carbo3{ylat (Sulfo-SMCC) oder Sulfosuccinimidyl- 
2- [m-azido-o-nitrobenzamido] -ethyl-1,3 '-dithiopropionat 
(SAND) sowie die homobifunktionalen Spacermolekiile Di- 
methyl-3 , 3 ' -dithiobxspropionimidat-dihydrochlorid (DTBP) 

15 Oder 3, 3 '-Dithiobis [sulfo-succinimidylpropionat] (DTSSP) er- 
folgreich eingesetzt. Es werden jedoch heterobifunktionale 
Spacermolekiile bevorzugt, da homobifunktionale Spacermolekii- 
le als Nebenreaktion zu der Anbindung eines funfctionalen 
Proteins an die Nanopartikeloberf lache auch zu einer mogli- 

20 chen intramolekularen Quervernetzung fiihren. 

In einem besonders bevorzugten Verfahren wird Avidin oder 
ein Avidin-Derivat mittels der bifunktionalen Spacermolekiile 
an die thiolierten Nanopartikel gekoppelt. Dieses Zwischen- 
25 produkt, Avidin-modif izierte Nanopartikel, stellt ein uni- 
verselles Tragersystem fiir eine Vielzahl biotinylierter Sub- 
stanzen dar, die iiber die Avidin-Biotin-Komplexbildung ge- 
bunden werden konnen. 

30 Zur Bindung des hiunanen Apolipoproteins E an die Avidin- 
modif izierten Nanopartikel fcann das Apolipoprotein E durch 
XMsetzung niit N-Hydroxysuccinimidobiotin (NHS-Biotin) bio- 
tinyliert vrerden. Andere Biotinyliertmgsreagenzien, die mit 
Aminogruppen oder anderen funktionellen Gruppen des zu bin- 

35 denden Proteins reagieren, sind ebenfalls anwendbar. Als 

weitere funktionelle Gruppen des zu bindenden Proteins kom- 
men fiir die Biotinylierung auch freie Sulfhydiryl gruppen oder 
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Carboxylgmppen in Frage. Alternative Biotinyliemngsreagen- 
zien fiir Aminogruppen unterscheiden sich von dem NHS-Biotin 
in der aminoreaktiven Funktionalitat, indem sie z.B. Pen- 
taf luorphenyl-Gruppen anstelle von Succinimido-Gruppen ha- 
5 ben, oder in dem Bereich zwischen Biotin und der amino- 
reaktiven Funktionalitat. 

Um pharmakologische Effekte zu vermitteln, werden pharmazeu- 
tisch Oder biologisch aktive Substanzen in die Partikel ein- 

10 gearbeitet oder direkt bzw. indirekt an die Avidin- 
modif izierten Nanopartifcel gebunden. Die Avidin- 
modif izierten Nanopartikel konnen gleichzeitig oder in be- 
liebiger Reihenfolge mit biotinyliertem Apolipoprotein E und 
einem pbarmazeutischen Wirkstoff beladen werden. Dabei kann 

15 die Bindung des Wirkstoff es sowohl kovalent, komplexierend 
iiber das Avidin-Biotin-System als auch adsorptiv erfolgen. 

Die erf indungsgemaiSen Nanopartikel aus einem hydrophilen 
Protein oder einer Kombination hydrophiler Proteine, die 

20 Apolipoprotein E gebunden haben, eignen sich, pharmazeutisch 
oder biologisch aktive Wirkstoffe, die sonst die Blut-Hirn- 
Schranke nicht passieren wiirden, insbesondere hydrophile 
Wirkstoffe, iiber die Blut-Hirn-Schranke zu transport ieren 
und pharmakologische Effekte hervorzuruf en. Beispiele fur 

25 derartige Wirkstoffe sind Dalargin, Loperamid, Tubocuarin, 
Doxorubicin oder dergleichen. 

Somit sind die beschriebenen wirkstoff belandenen Nanoparti- 
kel zur Behandlung einer Vielzahl cerebraler Erfcrankungen 

30 geeignet. Dabei werden die an das Tragersystem gebundenen 
Wirkstoffe nach dem jeweiligen Therapieziel ausgewahlt. Das 
Tragersystem bietet sich vor allem fiir die Wirkstoffe an, 
die keinen oder keinen ausreichendem Dbergang iiber die Blut- 
Hirn-Schranke aufweisen. Als Wirkstoffe koramen Zytostatika 

35 zur Therapie cerebraler Tumore in Betracht, Wirkstoffe zur 
Therapie viraler Infektionen im Cerebralbereich, beispiels- 
weise HIV- Infektionen, aber auch Wirkstoffe zur Therapie von 
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Demenz-Erkrankungen, tim nur einige Anwendungsgebiete aufzu- 
zahlen . 

PIG. 1 zeigt eine bevorzugte Ausfiihrungsf orm der erfindungs- 
5 gemafien Nanopartikel ohne Wirkstof £ oder weiteres funktio- 
nelles Protein. 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand einer beispielhaften 
10 Ausfiihrungsf orm veranschaulicht, wobei diese Darstellung den 
Sinn und das Wesen der Erfindung in keiner Vfeise einschran- 
kend aufgefasst werden soli. 

Zur Her St el lung von Nanopartikeln aus humanem Sertunalbumin 
15 (HSA) wurden 200 mg hximanes Serumalbumin in 2,0 ml gereinig- 
tem Wasser gelost. Zu dieser Losung vmrden unter Riihren auf 
einem Magnetriihrer (500 3:pin) 8,0 ml 96 Vol.-% Ethanol trop- 
fenweise zugegeben. 

20 Die erzeugten Nanopartikel wurden stabilisiert, indem dein 
Reaktionsansatz 235 p,l einer wassrigen, 856-igen (m/v) Glut- 
araldehydlosung zugegeben und iiber 24 Stunden bei Raumtempe- 
ratur geriihrt wurde. Die stabilisierten Nanopartikel wurden 
durch fiinfmaliges Abzentrifugieren (16.000 rcf, 8 min) und 

25 Redispergieren in 1,5 ml gereinigtem Wasser auf gereinigt . 
Durch gravimetrische Bestimmung wurde der resultierende Ge~ 
halt von Nanopartikeln in der Suspension festgestellt . 

AnschlieSend wurden 2,0 ml der Nanopartikel -Suspension mit 
30 2,0 ml einer Losung von 13 mg 2-Iminothiolan (Traut's Rea- 
genz) in Tris-Puffer (pH 8,5) versetzt und iiber 24 Stunden 
geriihrt, um die Partikeloberf lache zu thiolieren. Die Nano- 
partikel wurden nach Thiolierung wie oben beschrieben aufge- 
reinigt . 

35 

Das Avidin-Derivat NeutrAvidin™ wurde iiber m-Maleimido- 
benzoyl-N-hydroxysulfosuccinimidester (Sulfo-MBS), eine als 
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bifunktionales Spacentiolekiil fungierende Substanz, kovalent 
an die thiol ierten Nanopartikeln gebunden. Zu diesem Zweck 
wurde das Avidin-Derivat aktiviert, indem eine Losung von 
5,0 mg NeutrAvidin™ in 1,0 ml PBS-Puffer (pH 7,0) mit 1,6 mg 
5 Sulfo-MBS versetzt und iiber 1 Stunde bei Raumtemperatur ge- 
riihrt wurde. Freies Sulfo-MBS wurde iiber eine GroSenaus- 
schluKchromatographie von dem aktivierten NeutrAvidin abge- 
trennt . 

10 Die Fraktionen, in denen durch spektrophotometrische Detek- 
tion bei 280 rati Wellenlange NeutrAvidin nachgewiesen werden 
konnte, wurden vereinigt und mit 2,0 ml der thiolierten 
Nanopartikel versetzt und iiber 1 Stunde bei Raumtemperatur 
geiriihrt. Die Avidin-modif izierten HSA-Nanopartikel wurden 

15 wie oben besckrieben auf gereinigt . 

Apolipoprotein E (ApoE) wurde biotinyliert, indem 250 lag 
ApoE in 125 p.l isotonem PBS-Puffer, pH 7,4, gelost wurden 
und diese Losung mit einer Losung von 150 p.g NHS-Biotin (N- 

20 Hydroxysuccinimidobiotin) in 15 pi DMSO versetzt wurde. Nach 
einer Reaktionszeit von 2 Stunden bei lO^C unter Riihren wur- 
de diese Mischung mit weiteren 300 ill PBS-Puffer, pH 7,4, 
verdiinnt. Noch freies EIHS-Biotin wurde iiber eine GroSenaus- 
schlusschromatographie von dem biotinylierten ApoE abge- 

25 trennt. Die Fraktionen, in denen durch photometrische Detek- 
tion bei 280 nm Wellenlange ApoE nachweisbar war, wurden 
vereinigt und gef riergetrocknet . 

Die Avidin-modif izierten HSA-Nanopartikel wurden unmittelbar 
30 vor dem Tierversuch mit dem biotinylierten ApoE und dem Arz-- 
neistoff Dalargin beladen. Hierzu wurde das gef riergetrock- 
nete ApoE in 250 ill destilliertem Wasser gelost und mit 280 
Hl einer HSA-Nanopartikelsuspension, die 5,9 mg Avidin- 
modif izierte HSA-Nanopartikel enthielt, versetzt. Eine Lo- 
ss sung von 1,125 mg Dalargin in 470 ]xl Wasser xmrde zugegeben 
und die Mischung wurde iiber 3 Stunden bei Raumtemperatur in- 
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kubiert. Nach dieser Inkubation wurde die Mischung durch Zu- 
gabe von. 500 lal isotonem PBS-Puffer, pH 7,4, verdiiimt. 

Eine Quant if izierung der Beladung der Avidin-modifizierten 
5 HSA-Nanopartikel mit Dalargin ergab, dass bei einem Verhalt- 
nis von Dalargin / Nanopartikeln = 191 pg/mg eine adsorptive 
Bindung von 23,7 iig/mg (= 12,4%) Dalargin erfolgte. 

Die applikationsf ertige Zubereitung enthielt in einem Ge- 
10 samtvolumen von 1,5 ml isotonem PBS-Puffer: 

- 3,93 mg/ml Avidin-modif izierte HSA-Nanopartikel 

- 167 iig/ml ApoE (iiber Avidin-Biotin-System an die Nano- 
partikel gebunden) 

- 0,75 mg/ml Dalargin (davon 12,4 % adsorptiv an Nano- 
15 partikel gebunden) . 

Die Zubereitung vmrde Nausen i.v. in einer Dosieamng von 7,5 
mg/kg Dalargin appliziert. Das entspricht ausgehend von ei- 
nem durchschnitt lichen Kdrpergewicht einer Uaus von 20 g, 
20 einer Applikationsmenge von 200 ill der obdn aufgefiihrten Zu- 
bereitung je Maus. 

Der analgetische Effekt (Nociceptive Response) vjurde mit 
Hilfe des Tail-Flick-Tests ermittelt, bei dem ©in heisser 

25 Lichtstrahl auf den Schwanz der Maus projiziert und die Zeit 
gemessen wird, bis die Maus den Schwanz wegzieht. Nach 10 
Sekunden (= 100 % MPE) vrarde das Experiment abgebrochen, um 
der Maus keinen Schaden zuzufiigen. Der maximal mogliche an- 
algetische Effekt (MPE = maximally possible effect) wurde 

30 gemaS der folgenden Foannel earmittelt: 

Reaktionszeit nach i^yplikation, - Kealcticsnszeit vor i^EiplilEatioaa. 

%. MPE = X 100 

Abbruchzeit - Reaktionszeib vor Applikation 

35 

Negative MPE-Werte ergeben sich, wezm die Maus ihren Schwanz 
nach 6abe der Zubereitxmg frfiher wegzieht als vor der Be- 
handlung . 
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Mit Hilfe Dalargin-beladener Avidin-modif izierter HSA- 
Nanopartikel vmrden nach intravenoser Injektion die in Ta- 
belle 1 dargestellten analgetischen Effekte erreicht. 

5 

Tabelle 1 

Analgetischer E££ekt IH HPE] bei Hausen nach i.v. Applikation von, Dalar- 

gin (7,5 ntg/kg) in Fona eiaer der au£ge£iihrten PrSparationen. (HPG = Maximal 
Possible E££ect) 



Pr§.paration 30 min 45 mln 90 lain 120 min 



HSa-Avidia- 

Hsuaopartikel 

+ ApoE 

+ Dalargin 


25,1 




12,4 


49,0 




23,7 


2,1 


± 19, S 


-0,23 




12,3 


Kontrollen* 
























HSa-Avidin- 
Hanopartikel 
+ Dalargin 


-2,6 


± 


3,9 


-5,4 


± 


10,9 


-14,4 


± 17,4 


-9,6 




20,6 


PBCA- 

Hanoparbikel 

H- Dalargin 

+ Polysorbat 80 


35,2 




5,8 


49,5 




4,5 


36,5 


a 13,7 


7,1 




6,3 


Dalargin- Losung 


10,0 


± 


9,8 


9,3 




2,6 


4,7 


± 5,1 


2,0 


± 


6,1 



Die PBCA-Nanopartikel + Dalargin + Polysorbat 80 und die Dalargin-L6suxigs- 
Vergleichsdaten stammen aus einem friiberen E^qperiment . 



Die Ergebnisse zeigen, dass die mit den Avidin-modif izierten. 
HSA-Nanopartikeln erzielten analgetischen Effekte den Effek- 
ten entsprechen, die mit den Polybutylcyano-acrylat Nanopar- 
10 tikeln (PBCA-Nanopartikel) erreicht werden kdimen. 
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Fatentansprtiche 



1. Nanopartikel zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke, 
5 dadurch gekeiinzeichnet , dass sie aus einem hydrophilen 

Protein oder einer Kombination hydrophiler Proteine be- 
stehen, an die Apolipoproteizi E gekoppelt oder gebunden 
ist. 

10 2.. Nanopartikel nach Anspruch 1, dadurch qekennzeichnet , 
dass das mindestens ein hydrophiles Protein aus der 
Gruppe ausgewahlt ist, die Serumalbtimin, Gelatine A, Ge- 
latine B, Casein und vergleichbare Proteine, oder eine 
Kombination dieser Proteine umfafit. 

15 

3 . Nanopartikel nach Anspruch 1 oder 2 , dadurch gekenn- 

zeichnet , dass mindestens ein hydrophiles Protein htmia- 
nen Ursprungs ist. 

20 4. Nanopartikel nach einem der vorhergehenden Anspadiche, 

dadurch gekennzeichnet . dass sie ein oder mehrere unter- 
schiedliche funktionelle Proteine aufweisen, die iiber 
bifunktionale Spacermolekiile an Thiolgruppen von 
Thiolgruppen-modif izierten Nanopartikeln gebunden sind. 

25 

5. Nanopartikel nach Anspruch 4, dadurch qekennzeichnet , 
dass die funktionellen Proteine ausgewahlt sind aus der 
Gruppe, die Avidin, Avidin-Derivate, Apolipoproteine, 
Antikdrper, Enzyme, Hoxrmone, Zytostatika und dergleichen 
30 umf afit . 



6 . Nanopartikel nach Anspruch 5 , dadurch gekennzeichnet , 
dass biotinyliertes Apolipoprotein B iiber kovalent ge- 
koppeltes Avidin gebimden ist. 

35 

7 . Nanopartikel nach Anspruch 6 , dadurch gekennzeichnet , 
dass mindestens ein wei teres biotinyliertes funktionel- 
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les Protein iiber kovalent gekoppeltes Avldin gebunden 
ist . 

8. Nanopartikel nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , dass sie pharmakologisch oder 
biologisch aktive Wirkstoffe inkorporiert oder gebunden 
haben. 

9. Nanopartikel nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , 
dass die pharmakologisch oder biologisch aktiven Wirk- 
stoffe auf der Partikeloberf lache gebunden sind. 

10. Nanopartikel nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , 
dass die pharmakologisch oder biologisch aktiven Wirk- 
stoffe kovalent, komplexierend iiber das Avidin-Biotin- 
System oder adsorptiv gebunden sind. 

11. Nanopartikel nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet , dass die Wirkstoffe ausgewShlt sind aus 
der Gruppe, die Dalargin, Loperamid, Txibocuarin und Dox- 
orubicin umfaSt. 

12. Verfahren zur Herstellung von Nanopartikeln aus einem 
hydrophilen Protein oder einer Kombination hydrophiler 
Proteine, zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke, da- 
durch gekennzeichnet . dass es die folgenden Sclrritte um- 
faSt: 

- Desolvatieren einer waSrigen Losung eines hydrophi- 
len Proteins oder einer Kombination hydrophiler Pro- 
teine, 

- Stabilisieren der durch Desolvatation entstandenen 
Nanopartikel durch Quervernetzung, 

- Umsetzen eines Teils der funktionellen Gruppen auf 
der Oberf lache der stabilisierten Nanopartikel zu 
reaktiven Thiol -Gruppen, 
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- kovalentes Anheften funkt lonelier Proteine, vorzugs- 
weise von Avidin, inittels bifunktlonaler Spacermole- 
kiile, 

- Biotinylierung des Apolipoprotein E, 

5 - Beladen der Avidin-modif izierten Nanopartikel mit 

biotinyliertem Apolipoprotein E, 

- Beladen der Avidin-modif izierten Nanopartikel mit 
biotinyliertem Apolipoprotein E und weiteren funk- 
tionellen Proteinen oder phaannazeutisch oder biolo- 

10 gisch aktiven Wirkstoffen. 

13. Verfahren nach Anspiruch 12, dadurch gekennzeichnet , dass 
das hydrophile Protein aus der Gruppe ausgewahlt ist, 
die Serumalbtimin, Gelatine A, Gelatine B, Casein und 

15 vergleichbare Proteine, oder eine Kombination dieser 

Proteine umfaSt. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeich- 
net, dass das hydrophile Protein humanen Ursprungs ist. 

20 

15. Verfahren nach elnem der Anspriiche 12 bis 14, dadurch 
gekermzeichnet , dass das Desolvatieren durch Riihren und 
Zugabe eines wasseantiischbaren Nichtlosungsmittels fiir 
hydrophile Proteine oder durch Aussalzen erfolgt. 

25 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch qekennzeichnet , dass 
das wassermischbare Nichtlosungmittel fiir hydrophile 
Proteine aus der Gruppe ausgewahlt wird, die Ethanol, 
Methanol, Xsopropanol, und Aceton umfafit. 

30 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet , dass zum Stabilisieren der Nanopartikel 
thermische Prozesse oder bifunktionale Aldehyde oder 
Formaldehyd verwendet wird. 



35 
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18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekeimzeichnet , dass 
als bifuktionales Aldehyd Glutaraldehyd verwendet wird. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet , dass als Thiolgmppen-modif izierendes 
Agens eine Substanz verwendet wird, die aus der Gruppe 
ausgewahlt ist, die 2-Iininothiolan/ eine Kombination aus 
l-Ethyl-3- O-dimethylaminopropyDcarbodiimid und Cystein 
Oder eine Kombination aus l-Ethyl-3- (3- 

dimethylaminopropyl) carbodiimid xind Cystaminiumdichlorid 
sowie Dithiotreitol umfaSt. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet , dass als bifunktionales Spacermolekiil 
eine Substanz verwendet wird, die aus der Gruppe ausge- 
wahlt ist, die m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysulfo- 
succinimidester, Sulf osuccinimidyl-4- [N-maleimido- 
methyl] cyclohexan-l-carboxylat, Sulf osuccinimidyl-2- 
[m-azido-o-nitrobenzamido] -ethyl-1, 3 'dithiopropionat, 
Dimethyl-3 , 3 '.-dithiobispropionimidat-dihydrochlorid und 
3,3' -Dithiobis [sulfosuccinimidylpropionat ] umfal^t . 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 20, dadurch 
gekennzeichnet , dass die Wirkstoffe ausgewahlt sind aus 
der Gruppe, die Dalargin, Loperamid, Tubocuarin \uad Dox- 
orubicin umfaSt. 

22. Verwendung von Nanopartikeln, umfassend ein hydrophiles 
Protein oder eine Kombination hydrophiler Proteine, die 
Apolipoprotein E gebunden haben, zum Transport pharma- 
zeutisch oder biologisch aktiver Wirkstoffe iiber die 
Blut-Hirn-Schranke - 

23. Verwendung nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet . 
dass mindestens eines der hydrophilen Proteine aus der 
Gruppe ausgewahlt ist, die Serumalbumin, Gelatine A, Ge- 
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latine B, Casein und vergleichbare Protexne, oder eine 
Komblnation dieser Proteins umfafit. 

24. Verwendung nach Anspruch 22 oder 23, dadurch qekenn- 
zeichnet, dass mindestens eines der hydrophilen Proteins 
humanen Ursprungs ist. 

25. Veirwendung von Nanopartikeln nach einem der Anspriiche 22 
bis 24, dadurch. gekennzeichnet , dass die Wirkstoffe 
ausgewahlt sind aus der Gruppe, die Dalargin, Loperamid, 
Tubocuarin und Doxozrubicin umfaSt. 

26. Verwendung von Nanopartikeln nach einem der Anspriiche 22 
bis 25, dadurch gekennzeichnet , dass sie zur Behandlung 
cerebraler Erkrankungen eingesetzt werden. 
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Feld I Bemerkungen zu den AnsprOchen, die sich als nicht rechenchierbar enA/iesen haben (Foitsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1] 



GemaB Artike) 17(2)a) wurde aus folgenden GrOnden far besSmmte Ansprtlche kein Reoherchenberioht erstellt: 



1 . |_){J Anspriiche Nr. 

well sle sIch auf Gegsnstande beziehen. zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet 1st, namlioh 

Obwohl die Anspriiche 22-26 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefiihrt und 
griindete sich auf die angefiihrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2. AneprOche Nr. 

well sle a'ch auf Telle der internailonalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschrlebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
dal3 eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgerohrtwerden kann, namllch 



3. Ansprijche Nr. 

well es sich dabel um abhdnglge Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regal 6.4 a) abgefaBt sind. 



Fekj II Bemerkungen bei mangelnder Einheitllchkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die internationaie RecherohenbehSrde hat feslgestellt, da[3 diese intematlonale Anmeldung mshrers Erfindungen enthait: 



1 . I I Da der Anmelder alle eribrderiichen zusdtzilchen RecherchengebOhren rechtzeitig entrlchtet hat, erstreckt sioh dieser 
I — ' intematlonale Recherchenberlcht auf alie recherchlerbaren Ansprtlche. 

2 I I Da ftir alle recherchlerbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefflhrt werden konnte, der eIne 
' — ' zusdtzllche Recherchengebllhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahiung einer solchen Gebfjhr aufgeforderi. 



3. DaderAnmeldernurelnigedererforderliohenzusatzlkshenRecherohengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, srstreokt sloh dieser 
' — I intematlonale Reoherohenbsricht nur auf die Anspriiche, fQr die GebCihren entrichtet worden 8lnd, n^imlich auf die 
AnsprOche Nr. 



4. I I Der Anmelder hat die erforderltehen zusatzlichen ReoherchengebQhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationaie Recher- 
chenberlcht beschrSnkt sk^ daher auf die in den AnsprUchen zuerst erwdhnte Erfindung; dieee 1st in folgenden AnsprOchen er- 
falSt: 



Bemerkungen tiinsichtllch eines Widerspruchs | [ Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter WIderspruoh gezahlt. 

I I Die Zahiung zuScUzlichsr Recherchengebiihren erlolgts ohna Widerspruch. 
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